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RESUMO 
 O biofilme dental formado na presença de sacarose apresenta matriz com 
alta concentração de polissacarídeos extracelulares (PEC) insolúveis e baixa 
concentração de cálcio (Ca), fósforo inorgânico (Pi) e fluoreto (F). O objetivo deste 
estudo foi avaliar a concentração desses íons no fluido do biofilme, onde ocorrem 
as trocas iônicas entre o biofilme e o mineral do dente, bem como sua cinética 
após a ingestão de açúcar ou após a interrupção dos desafios cariogênicos. 
Dezesseis voluntários utilizaram em 3 fases cruzadas de 15 dias, um dispositivo 
palatino contendo 8 blocos de esmalte humano, que foram expostos 8 vezes ao 
dia a água destilada deionizada (ADD), solução de glicose a 10% + frutose a 10% 
(GF) ou solução de sacarose a 20% (S). Após 14 dias os tratamentos com ADD 
ou os carboidratos foram invertidos. As variáveis analisadas foram 
acidogenicidade do biofilme (pH), Ca, Pi e F no fluido e no biofilme total (após 10 
h de jejum, 5 min após desafio acidogênico por solução de glicose a 20% ou após 
a inversão dos tratamentos), e PEC insolúveis e polissacarídeos intracelulares (IP) 
no biofilme total. O pH do biofilme em repouso foi significativamente menor e a 
concentração de IP significativamente maior (p<0,05) para os grupos GF e S em 
comparação com o grupo ADD. Após o desafio cariogênico, uma diminuição 
significante (p<0,05) no pH foi observada para todos os grupos, sem diferença 
entre o pH5min para os grupos GF e S (p>0,05). As concentrações de Ca, Pi e F no 
biofilme total foram menores para os grupos GF e S do que para o grupo ADD 
(p<0,05), mas esse efeito não foi observado no fluido. Após o desafio cariogênico, 
Ca aumentou e Pi diminuiu significativamente no fluido (p<0,05), mas o F não se 
alterou (p>0,05). Ca, Pi e F no biofilme total aumentaram significativamente 24 h 
após a suspensão do tratamento com GF (p<0,05), e o mesmo efeito foi 
observado para o Ca após a suspensão do tratamento S, mas essas alterações 
não foram observadas no fluido (p>0,05). A concentração de PEC insolúveis foi 
significativamente maior para o grupo S em relação aos demais grupos (p<0,05). 
Os resultados sugerem que as mudanças induzidas pela sacarose ou seus 
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monossacarídeos constituintes no biofilme total não se refletem no fluido do 
biofilme. 
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ABSTRACT 
Dental biofilm formed in presence of sucrose presents in its matrix high 
concentration of insoluble extracellular polysaccharides (EPS) and low 
concentration of calcium (Ca), inorganic phosphorus (Pi) and fluoride (F). However, 
in the fluid of the biofilm formed in presence of sucrose, either the concentration of 
these ions or their mobilization soon after sugar ingestion or time after the 
interruption of sugar exposure are unknown. Sixteen volunteers wore, for 3 
crossover phases of 15 days, a palatal appliance with 8 enamel blocks, which 
were exposed 8 times/day to deionized water (DW), 10% glucose + 10% fructose 
(GF) or 20% sucrose (S) solutions. After 14 days, treatments with DW or the 
carbohydrates were inverted. Variables analyzed were biofilm acidogenicity (pH), 
Ca, Pi and F, in the fluid and in whole biofilm (after 10-h fasting, 5 min after an 
acidogenic challenge by 20% glucose, or after inversion of treatments), and 
insoluble EPS and intracellular polysaccharides (IP) in whole biofilm. Resting 
biofilm pH was significantly lower and IP was significantly higher (p<0.05) for GF 
and S groups in comparison with DW group. After the sugar challenge a significant 
decrease (p<0.05) in pH was observed for all groups, without significant 
differences between GF and S groups in the pH5min (p>0.05). Ca, Pi and F in the 
whole biofilm were lower in the groups GF and S than in DW (p<0.05) but this 
effect was not observed in the fluid. After the cariogenic challenge, Ca in the fluid 
increased and Pi decreased significantly (p<0.05), but F did not change (p>0.05). 
Ca, Pi and F in whole biofilm increased significantly 24 h after suspending the GF 
treatment, and Ca increased after suspending the S treatment (p<0.05), but this 
was not observed in the fluid (p>0.05). The insoluble EPS were significantly higher 
in the group S than in groups GF and DW (p<0.05). The findings suggest that the 
changes induced by sucrose or its component monosaccharides in the whole 
biofilm do not reflect in the biofilm fluid. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 A integridade da estrutura mineral dos dentes no meio ambiente bucal é 
determinada pela saturação dos líquidos que a banham com relação aos íons que 
a compõem. Considerando que a solubilidade da hidroxiapatita aumenta com o 
decréscimo do pH do meio (Dawes, 2003), a formação de biofilme dental 
bacteriano sobre a superfície dos dentes é o principal fator que determina a perda 
de minerais; a fermentação ácida de carboidratos no biofilme e subseqüente 
reação do íon hidrogênio com os íons fosfato e hidroxila, tornando o meio 
subsaturado em relação aos minerais do dente, promove a dissolução da 
hidroxiapatita para o meio, visando manter sua constante do produto de 
solubilidade (ten Cate et al., 2003). Tais eventos ocorrem no fluido do biofilme 
dental, a porção aquosa entre as bactérias e a matriz do biofilme (Tatevossian & 
Gould, 1976), onde a concentração de íons cálcio, fosfato e hidrogênio é 
determinante na dissolução, manutenção ou precipitação de minerais. 
 Além das propriedades de saturação do fluido, a cariogenicidade do 
biofilme também está relacionada à concentração de polissacarídeos insolúveis 
na matriz, responsáveis pelo aumento de sua porosidade, permitindo a 
penetração de substratos acidogênicos para as camadas mais internas do 
biofilme e conseqüente produção de ácidos próximo à estrutura dental (Dibdin & 
Shellis, 1988). Além disso, a adesão de bactérias ao biofilme em formação pode 
ser mediada por esses polissacarídeos, por meio de enzimas glucosiltransferases 
envolvidas em sua produção (Rölla et al., 1985). 
Nesse sentido, a sacarose é considerada o carboidrato mais cariogênico da 
dieta, pois além de promover queda de pH no biofilme, é substrato para a 
produção de polissacarídeos extracelulares insolúveis (Rölla et al., 1985; Rölla, 
1989). Adicionalmente, estudos demonstraram que o biofilme dental formado na 
presença de sacarose apresenta menor concentração de cálcio (Ca), fósforo 
inorgânico (Pi) e fluoreto (F) do que aquele formado na sua ausência (Cury et al., 
1997, 2000; Pearce et al., 2002b; Ribeiro et al., 2005; Aires et al., 2006), e a 
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concentração desses minerais no biofilme total pode ser importante em sua 
disponibilidade para o fluido. A menor concentração de Ca, Pi e F no biofilme 
formado na presença de sacarose não parece ser causada pela diluição desses 
minerais pela alta quantidade de polissacarídeos insolúveis, uma vez que os 
monossacarídeos constituintes da sacarose, glicose e frutose, também promovem 
diminuição da concentração inorgânica do biofilme (Cury et al., 2000), embora não 
sejam substrato para a produção de polissacarídeos insolúveis. Adicionalmente, a 
depleção desses minerais para a saliva causada pelas constantes quedas de pH 
promovidas por esses carboidratos não parece explicar o fenômeno, pois os 
achados foram obtidos em média 12 horas após a realização dos tratamentos 
(Cury et al., 1997, 2000), tempo suficiente para a saliva repor os reservatórios 
minerais do biofilme. Além disso, após a interrupção da exposição à sacarose por 
1 ou 2 dias não foi observado aumento na concentração inorgânica do biofilme 
dental formado por 28 dias (Cury et al., 2003). 
 Para determinar o papel da menor concentração inorgânica no grau de 
saturação do biofilme dental formado na presença de sacarose com relação aos 
minerais do dente, é necessário que as concentrações de Ca, Pi e F sejam 
determinadas no fluido do biofilme, e isso não foi realizado anteriormente. Os 
reservatórios minerais potencialmente responsáveis pela distinta concentração 
inorgânica em biofilmes formados em diferentes condições, entre eles minerais 
precipitados e Ca ligado à superfície bacteriana ou a proteínas, em associação ou 
não com F, são sensíveis à queda de pH (Pearce, 1998). Assim, espera-se que 
durante a produção de ácido no biofilme haja um aumento na concentração 
desses íons liberados para o fluido, reduzindo a tendência de dissolução da 
hidroxiapatita (Pearce, 1982), mas isso não foi testado anteriormente em 
condições controladas de formação do biofilme. 
 Estudos demonstram que o fluido do biofilme dental é supersaturado em 
relação aos minerais do esmalte quando em jejum ou em repouso (Carey et al., 
1986; Margolis et al., 1988a, 1988b; Vogel et al., 1990). Durante a queda de pH 
promovida por um bochecho com sacarose, há um aumento na concentração de 
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Ca no fluido, devido à dissolução de mineral da estrutura dental (Rankine et al., 
1996) e/ou proveniente de reservatórios no biofilme, sejam eles minerais (Pearce 
et al., 1999), Ca ligado a bactérias (Rose et al., 1993) ou proteínas (Gao et al., 
2001; Paes Leme et al., 2004). Com relação a Pi e F, embora também seja 
esperado um aumento da sua concentração durante o desafio cariogênico, Pi 
pode ser utilizado pelas bactérias durante a fermentação ácida (Luoma, 1964) e F 
pode ser incorporado por elas na forma de HF (Hamilton, 1990), ou mesmo se 
precipitar no mineral do dente na forma de fluorapatita (ten Cate et al., 2003), não 
havendo uma tendência definida de aumento ou diminuição de Pi e F no fluido 
nessas condições.  
 Apesar do aumento na concentração de Ca no fluido durante o desafio 
cariogênico, o decréscimo no pH é suficiente para diminuir o grau de saturação do 
biofilme em relação aos minerais do esmalte (Margolis & Moreno, 1992). O grau 
de saturação durante a queda de pH é mais baixo em biofilmes de indivíduos 
cárie-positivos do que de indivíduos livres de cárie (Margolis & Moreno, 1992), 
sugerindo diferenças na composição desses biofilmes. Entretanto, esses 
trabalhos não levaram em consideração o fato de que a concentração de Ca, Pi e 
F do biofilme dental depende de como ele é formado (Cury et al., 1997, 2000; 
Ribeiro et al., 2005; Aires et al., 2006), e a sacarose têm implicações neste 
processo, diminuindo essa concentração no biofilme formado em sua presença. 
Considerando que a queda de pH promove a mobilização de minerais para 
o fluido, uma maior concentração de Ca, Pi e F no biofilme pode reduzir sua 
cariogenicidade. De fato, estudos clínicos e epidemiológicos demonstraram que a 
concentração de minerais no biofilme dental apresenta relação inversamente 
proporcional ao índice de cárie do indivíduo (Ashley, 1975; Schamschula et al., 
1978; Shaw et al., 1983; Pearce et al., 2002a; Nobre dos Santos et al., 2002). 
Assim, a avaliação da concentração e da cinética de Ca, Pi e F no fluido do 
biofilme, em condições de jejum, durante a queda de pH ou após a suspensão do 
tratamento com carboidratos é imprescindível para determinar o papel da menor 
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concentração inorgânica do biofilme formado sob exposição constante à 
sacarose. 
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PROPOSIÇÃO 
O objetivo deste estudo foi avaliar a concentração de Ca, Pi and F no fluido 
do biofilme dental formado in situ sob exposição controlada à sacarose, buscando 
entender o papel e os mecanismos envolvidos na menor concentração total 
desses minerais no biofilme formado sob tais condições. 
Este trabalho foi realizado no formato alternativo, conforme deliberação 
CCPG 001/98, da Comissão Central de Pós-Graduação da Universidade Estadual 
de Campinas (UNICAMP), que permite a inclusão de artigos científicos de forma a 
atingir o objetivo deste trabalho (Anexo 1). 
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CAPÍTULO 
O presente artigo foi submetido ao periódico “Journal of Dental Research”, 
conforme apresentado no comprovante de envio presente no Anexo 2. 
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ABSTRACT 
Although the concentration of calcium (Ca), inorganic phosphorus (Pi) and fluoride (F) is 
low in the whole biofilm formed under exposure to sucrose, this effect on the biofilm fluid 
has not been explored.  Dental biofilm was formed in situ over enamel blocks mounted in 
palatal appliances and exposed 8 times/day to deionized water, glucose+fructose (GF) or 
sucrose (S) solutions for 14 days.  While Ca, Pi and F in the whole biofilm were 
significantly lower in the GF and S groups, no effect on biofilm fluid was observed even 
after a cariogenic challenge.  An increase in whole biofilm mineral ions was observed 24 h 
after suspending the carbohydrates treatments, but this effect was also not observed in the 
fluid.  The results suggest that, in the absence of a cariogenic challenge, there is a 
homeostatic mechanism that maintains biofilm fluid mineral ion concentration irrespective 
of its total concentration in the whole biofilm.  
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INTRODUCTION 
The degree of tooth mineral saturation of the biofilm fluid is the quantity most 
directly related to the dynamics de- and remineralization process to which the teeth are 
subjected in the oral cavity.  Studies on the biofilm fluid have demonstrated that, under 
fasting conditions, the fluid is supersaturated with respect to tooth mineral (Margolis et al., 
1988) but when the pH drops lower saturation levels are reached in biofilms from caries-
positive individuals (Margolis and Moreno, 1992).  In order to ascertain the degree of 
saturation of the biofilm with respect to tooth mineral, it is necessary to determine the 
concentration of the tooth mineral ions, specifically Ca2+, PO4
3-, and OH- (or H+) ions in the 
biofilm fluid. 
Previous studies have shown that biofilms formed under frequent exposure to 
sucrose have a decreased concentration of total calcium (Ca), inorganic phosphorus (Pi) and 
fluoride (F) (Cury et al., 1997, 2000; Pearce et al., 2002; Ribeiro et al., 2005) which was 
not directly related to the concentration of insoluble extracellular polysaccharides (EPS) in 
the biofilm matrix.  The aim of this study was to examine the relationship of this sucrose-
induced decrease in whole biofilm Ca, Pi and F concentration to their concentrations in the 
biofilm fluid. 
MATERIALS & METHODS 
Experimental Design 
This in situ double blind, crossover study was approved by the Research and Ethics 
Committee of FOP/UNICAMP (Protocol 015/2002).  During 3 phases of 15 days, 16 
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healthy adult volunteers wore acrylic palatal appliances containing 8 human enamel blocks 
(4 on each side), placed 1 mm below the acrylic level and covered by a plastic mesh to 
allow dental biofilm accumulation (Figure 1A, 1B).  In each phase, 8 times/day, volunteers 
removed the appliance from the oral cavity and dripped the treatment solutions (Cury et al., 
2000) on the dental blocks: Distilled and deionized water (DW; negative control), 10% 
glucose + 10% fructose solution (GF), 20% sucrose solution (S).  Five minutes after the 
application, the appliance was replaced in the mouth (Figure 1C).  On day 13 of each phase, 
the pH of the biofilm formed onto 2 blocks was determined in situ after overnight fasting 
(approximately 10 h after the last exposure to treatments) and 5 min after dripping a 20% 
glucose solution (Figure 1D).  After the measurement, the enamel blocks were removed, 
and the volunteers continued carrying out the treatments on the remaining 6 blocks until the 
following day. 
On day 14, the dental biofilm formed onto 4 blocks was collected, either on fasting 
(2 blocks) or 5 min after dripping a 20% glucose solution, in the same way as done for the 
acidogenicity analysis (2 blocks) (Figure 1E).  The volunteers then reversed the treatments: 
samples previously exposed to DW started receiving S, and those using GF and S started 
receiving DW.  Twenty-four h later the biofilm from the last two remaining blocks was 
collected after overnight fasting (Figure 1F). 
Throughout the experiment, volunteers used a silica-based dentifrice containing 
1100 µg F/g (NaF) and consumed fluoridated water (0.76±0.03 mg F/L).  A washout 
interval of 7 days was established between each experimental phase.  Considering the 
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crossover design, no restriction was made with regard to the volunteers’ diet, but they were 
instructed to remove the appliances during meals (Cury et al., 1997, 2000). 
Dental Biofilm Acidogenicity Assessment 
The pH assessment was conducted using a contact micro-electrode (WPI, MEPH-
3L, Sarasota, FL) and a reference electrode (Orion, 9002, Boston, MA), connected to a pH 
meter (Orion, 720-A) (Ribeiro et al., 2005).  The pH was measured on the biofilm formed 
onto 2 blocks, in situ, after 10-h fasting. Subsequently, a 20% glucose solution was dripped 
onto the blocks extraorally, and after 1 min the appliance was replaced in the mouth, the pH 
being measured after additional 4 min.  
Analysis of the Biofilm and Fluid 
 Each biofilm was collected using a plastic spatula and immediately placed inside an 
oil-filled centrifuge tube (Figure 2A) (Vogel et al., 1997).  After determination of the 
sample weight (±10 µg), the tube was centrifuged for 10 min (21,000 g) at 4 oC to separate 
the fluid from the biofilm solids (Figure 2B).  The fluid was recovered with oil-filled 
capillary micropipettes (Figure 2C), deposited under mineral oil on the bottom of a plastic 
petri dish until the analyses. 
 The tip of the centrifuge tube was cut (Vogel et al., 1997), and the remaining 
biofilm was centrifuged into a tube containing 0.5 M HCl (0.5 mL/10 mg of biofilm wet 
weight) for extraction of acid-soluble whole biofilm Ca, Pi and F (Cury et al., 1997, 2000).  
The samples were agitated 3 h at room temperature, centrifuged, and the supernatant 
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collected was neutralized with 2 M NaOH (0.125 mL/10 mg biofilm wet weight) and kept 
frozen until analyses. 
 For analyses of Ca and Pi in the biofilm fluid, quartz nanoliter volume pipettes 
(Vogel et al., 1990) were used to deposit standardized volumes of the samples or standards 
into Ca or Pi sensitive colorimetric reagents (Vogel et al., 1983).  The absorbance of the 
mixtures, after mixing, was then read using a micro-cuvette (Hellma, 105.202, Müllheim, 
Germany) in a Beckman DU-70 spectrophotometer.  For the analyses of Ca and Pi in the 
whole biofilm the acid extracts and the standards also contained TISAB* III.  For F analysis 
in the fluid, samples were diluted with TISAB III (1:10) under microscope on the surface of 
an oil-covered inverted F electrode (Vogel et al., 1997).  A micro-reference electrode was 
used to close the circuit, and the signal was read using a high-impedance electrometer 
(WPI, FD223, Sarasota, FL) and graphically observed using the program Plot 1 
(Paffenbarger Research Center, ADA Foundation, Gaithersburg, MD).  The acid extract of 
whole biofilm was previously diluted with TISAB III and analyzed for F as described 
above. 
Statistical Analyses  
 The statistical analysis was done using the SAS software (SAS Institute Inc., 
version 8.01, Cary, NC) employing a significance level fixed at p<0.05.  For all the 
analyses, the experimental unit considered was the volunteer.  Analysis of variance was 
used to test the null hypothesis of no difference among the treatments, for each variable, 
                                            
* TISAB = Total Ionic Strength Adjustment Buffer 
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considering the volunteers as statistical blocks.  The assumptions of equality of variances 
and normal distribution of errors were checked for each variable, and when they were 
violated, data were transformed (Box et al., 1978).  Tukey’s test was used for post-ANOVA 
comparisons.  For testing the null hypothesis of no difference among the conditions of 
fasting vs post-sugar challenge or fasting vs reversal of treatments, paired tests were used 
with each treatment fixed. When the normality requirement for the t-test was not satisfied, 
non-parametric signed tests (Wilcoxon signed rank or sign test) were employed. 
RESULTS  
 The concentrations of Ca, Pi and F in whole biofilms formed under exposure for 
14 days to GF and S were statistically lower than those in the DW group, but they did not 
differ statistically (Table 1).  After the sugar challenge, a significant decrease in almost all 
minerals in the whole biofilm was observed for groups GF and S compared to the fasted 
samples.  When the biofilm of the DW group was exposed to S for 24 h, a significant 
decrease in whole biofilm Ca and Pi was found.  Conversely, when the treatments of groups 
GF and S were interrupted for 24 h, significant increases in Ca, Pi, and F, or in Ca were 
observed in the biofilms from GF or S, respectively.  
 The biofilm pH values of the three groups differed statistically on fasting, being 
lowest for S and highest for DW group (Table 1).  After the cariogenic challenge, the pH of 
all groups decreased significantly. The pH5min values of GF and S differed statistically from 
the DW but there was no difference between them.  
 With respect to the biofilm fluid, there was a trend to higher Ca and F values in the 
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S and GF group compared to the negative control, but statistical significance (p<0.05) was 
found only for Ca in the S group (Table 1).  After the sugar challenge, Ca concentration 
increased and Pi decreased significantly in the biofilm fluid of each group, but the post-
sugar challenge values among the groups did not differ statistically. For F in the fluid, no 
significant changes were observed after the sugar challenge, but the post sugar S group had 
a higher concentration when compared to the post sugar negative control. After the reversal 
of treatments, a decrease in F values for the GF and S groups was observed, which was 
significant only for GF.    
 DISCUSSION 
 This present work shows data on the mobility of Ca, Pi and F from whole dental 
biofilm to the fluid.  These ions can be stored in the biofilm either as mineral deposits 
(Kaufman and Kleinberg, 1973), or bound to bacteria cell-wall (Rose et al., 1993, 1996) or 
proteins (Gao et al., 2001).  Although the nature of the potential mineral deposits in the 
biofilm has not been fully explored, fasted plaque fluid is highly supersaturated with respect 
to hydroxyapatite and fluorapatite (Carey et al., 1986; Vogel et al., 1990), which would 
seem to suggest that only the more soluble calcium phosphates such as dicalcium phosphate 
dihydrate (Sullivan et al., 1997), and amorphous calcium phosphate could be important ion 
sources.  When the pH declines during a sugar challenge, both non-mineral and mineral ion 
sources, except perhaps fluorapatite, can release ions.   
            The decrease in the concentration of minerals ions in the whole biofilms during the 
pH drop (Table 1), which was significant for the GF and S treatments, as well as the 
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significant decrease in whole plaque Ca and Pi during the 24 h of exposure of the negative 
control group to S is consistent with the low pH facilitated mobilization and transport of 
these of ions from their sources, first to the biofilm fluid and subsequently to saliva.  This is 
in agreement with previous studies showing that pH cycling of the biofilms greatly reduces 
the concentration of these mineral ions in the whole biofilm (Cury et al., 1997, 2000, 2003; 
Pearce et al., 2002),  irrespective of the insoluble EPS concentration in the biofilm matrix 
(Cury et al., 2000; Ribeiro et al., 2005; Aires et al., 2006; appendix table).  However, the 
inhibition of their accumulation as precipitated minerals in the whole plaque, abetted by the 
lower pH of the biofilms under constant exposure to carbohydrates, should be also 
considered.  Thus, biofilms formed during exposure to starch (Ribeiro et al., 2005) or to 
sucrose concentrations lower than 20% (Aires et al., 2006) showed lower acidogenic 
potential and higher fasted biofilm Ca, Pi and F concentration than that exposure to 20% 
sucrose.  
 Regarding to the present data showing significant changes in mineral ions 
concentration when the treatments of biofilms formed under exposure to DW or S were 
reversed (Table 1), this apparent contradiction with our previous study (Cury et al., 2003) 
may be explained by the difference on the age of the biofilm evaluated.       
 The lower baseline pH found in the GF and S biofilms (Table 1) could be related to 
the production of acids by bacteria during fasting (Marsh and Martin, 1992), as suggested 
by an increased IPS concentration found in these biofilms (appendix).  During the sugar 
challenge, the more accentuated pH fall for groups GF and S, when compared to the 
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negative control, could be accounted by a higher acidogenic potential due to the high 
percentage of lactobacilli in these biofilms (Ribeiro et al., 2005), as well as by buffering 
from Pi that is released from the DW control biofilm.  As the pH would influence the 
amount of minerals available to the fluid, the higher Ca concentration in the fluid of the 
fasted biofilm formed under exposure to S is in accordance with its lower baseline pH, as 
well as the higher F concentration in the S biofilm fluid after the challenge, when compared 
to the negative control.                  
 The decrease in Pi concentration in the fluid after the sugar challenge has been 
observed in other studies (Margolis and Moreno, 1992) and could be explained by the 
uptake of Pi by fermenting bacteria.  In fact, Vogel et al., 2000b observed an increase in 
phosphate in fluid after an in vitro acid treatment, when no utilization of phosphate by 
bacteria was expected.  Also, a dilution effect due to the applied sugar solution (Vogel et 
al., 2001) could also have played a role in the decreased concentration.   
             The observation of no significant increase in fluid F after the sugar challenge agrees 
with studies showing that there is not a significant increase in post sucrose biofilm F in 
samples that have not received supplemental F therapy (Vogel et al., 2002; Pearce et al., 
1999; Tanaka and Margolis, 1999) and this could be due to uptake by bacteria during the 
pH fall (Hamilton, 1990) or by enamel (Tanaka and Margolis, 1999; ten Cate et al., 2003). 
 Although the initial pH and pH5min of the DW group were much higher than the 
other groups, a similar or larger increase in the biofilm fluid Ca is observed (Table 1).  This 
suggests that some of the larger Ca reservoirs of this biofilm are being released by a 
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relatively modest pH change.  It should be noted in this regard that the total Ca 
concentration in the DW control biofilm greatly exceeds the Ca binding capacity of oral 
bacteria (Rose et al., 1993) which suggest that a least some of this increase can be 
accounted for by Ca mineral reservoirs.  Increases in whole biofilm mineral ions following 
administration of Ca and Pi (Vogel et al., 2000a) or Ca, Pi, and F supplements (Pearce et 
al., 1999) have generally not produced increases in biofilm fluid concentrations, at least in 
fasted plaque, suggesting the existence of equilibrium or homeostatic mechanism that 
maintains ion concentration in the fluid, irrespective of its concentration in the whole 
biofilm.  Mobilization of Ca to the fluid during an acidogenic challenge, however, has been 
observed in supplemented biofilms (Vogel et al., 2000a, Pearce et al., 1999).  In the current 
study, the higher pH of the high mineral DW group mitigate against the observation of such 
an effect. 
 In conclusion, the findings suggest that a carbohydrate mediated reduction in the   
accumulation of Ca, Pi and F in biofilms may not result in a reduction of the concentration 
of these ions in the biofilm fluid, either in resting or challenged plaque.  It appears that 
other factors, such as equilibrium processes in the biofilm as well as its pH may be more 
relevant.  
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Figure 1.  Illustration of the experimental design.   
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Figure 2.  Illustration of the biofilm fluid collection.  
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Table 1.  Analysis of the biofilms, according to the treatments (DW=negative control; 
GF=glucose+fructose solution; S=sucrose solution) and conditions [Mean (SD), n] 
 
Biofilm fluid Whole biofilm, wet weight 
basis 
Conditions 
Treatment
/Groups  pH 
Ca 
(mM) 
Pi 
(mM) 
F 
(µM) 
Ca 
(µmol/g) 
Pi 
(µmol/g) 
F 
(µmol/g) 
DW 
7.51 
(0.30) 
n=14 
0.98 
(0.57) 
n=12 
10.18 
(2.91) 
n=14 
2.94 
(0.66) 
n=11 
149.0 
(154.1) 
n=16 
78.6 
(63.5) 
n=16 
3.73 
(2.58) 
n=16 
GF 
6.99 a 
(0.48) 
n=16 
2.01 
(1.28) 
n=15 
10.63 
(6.53) 
n=16 
4.69 
(3.76) 
n=15 
14.8 a 
(8.9) 
n=16 
10.9 a 
(5.2) 
n=16 
0.23 a 
(0.23) 
n=16 
 
Overnight 
Fasting 
S 
6.47 a, b 
(0.80) 
n=15 
2.61 a  
(1.65) 
n=15 
11.15 
(4.19) 
n=15 
8.63 
(9.71) 
n=15 
10.7 a 
(4.0) 
n=16 
9.3 a 
(3.6) 
n=16 
0.20 a 
(0.17) 
n=16 
DW 
6.27 § 
(0.46) 
n=16 
3.07 §  
(1.47) 
n=15 
8.14 § 
(2.61) 
n=15 
3.67 
(1.70) 
n=14 
117.1 
(120.1) 
n=16 
60.5 
(47.9) 
n=16 
4.09 
(3.32) 
n=14 
GF 
5.54 a § 
(0.44) 
n=16 
3.94 § 
(1.35) 
n=16 
7.79 § 
(4.07) 
n=16 
5.12 
(3.19) 
n=15 
12.8 a § 
(8.0) 
n=16 
7.2 a § 
(3.5) 
n=16 
0.16 a § 
(0.11) 
n=16 
 
5 min after 
sugar 
challenge 
S 
5.30 a § 
(0.54) 
n=16 
3.76 §  
(1.63) 
n=16 
8.39 § 
(3.17) 
n=16 
10.85 a 
(10.56) 
n=16 
9.8 a 
(4.2) 
n=16 
6.4 a § 
(2.8) 
n=16 
0.13 a § 
(0.11) 
n=16 
DW/S - d 
1.42 
(1.29) 
n=14 
9.16 
(4.36) 
n=16 
2.44 
(0.70) 
n=12 
110.2 § 
(133.4) 
n=16 
55.6 § 
(50.3) 
n=16 
3.72 
(3.06) 
n=16 
GF/DW - d  
1.74  
(1.34) 
n=16 
10.22 
(3.71) 
n=16 
2.34 § 
(1.05) 
n=14 
27.5 a § 
(28.3) 
n=16 
16.9 a § 
(11.7) 
n=16 
0.46 a § 
(0.50) 
n=16 
 
c 24 h after 
reversal of 
treatments 
S/DW - d  
1.98 a 
(0.69) 
n=15 
10.11 
(4.17) 
n=16 
3.39 b 
(1.49) 
n=16 
14.4 a § 
(6.8) 
n=16 
9.7 a, b 
(6.3) 
n=16 
0.21 a, b 
(0.22) 
n=16 
 
a Significantly different (p<0.05) from the DW (negative control), under the same condition (fasting, 5 min after sugar or 
reversal). 
b Significantly different (p<0.05) from the GF group, under the same condition (fasting, 5 min after sugar or reversal). 
§ Significantly different (p<0.05) from the fasting value, for comparisons made under the same treatment (paired test). 
c During 14 days the biofilms were formed under the treatments mentioned, but during the next 24 h they were reversed 
(negative control was treated with sucrose, and glucose+fructose and sucrose were treated with distilled deionized water).  
d Not determined. 
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Appendix 
 
 
Table 2.  Analysis of insoluble extracellular polysaccharides (EPS) and intracellular 
polysaccharides (IPS) in the biofilms, according to the treatments (DW=negative control; 
GF=glucose+fructose solution; S=sucrose solution) and conditions [Mean (SD), n] 
Fasting 
24 h after reversal of treatments 
c Variable 
DW GF S DW/S GF/DW S/DW 
Insolubl
e EPS d 
(mg/g) 
3.00 
(1.39) 
n=16 
4.02 
(1.51) 
n=16 
38.9 a, b 
(20.5) 
n=16 
3.95 § 
(1.43) 
n=15 
3.76 
(1.53) 
n=16 
38.8 a, b 
(21.2) 
n=16 
IPS e 
(mg/g) 
1.93 
(0.73) 
n=16 
6.56 a 
(4.43) 
n=16 
6.71 a 
(2.47) 
n=16 
3.47  § 
(1.74) 
n=15 
5.61 a 
(3.21) 
n=16 
5.88 a § 
(2.09) 
n=15 
 
a Significantly different (p<0.05) from the DW (negative control), under the same condition (fasting or reversal). 
b Significantly different (p<0.05) from the GF group, under the same condition (fasting or reversal). 
§ Significantly different (p<0.05) from the fasting value, for comparisons made under the same treatment (paired test). 
c During 14 days the biofilms were formed under the treatments mentioned, but during the next 24 h they were reversed 
(negative control was treated with sucrose, and glucose+fructose and sucrose were treated with distilled deionized water).  
d Extracted from the precipitate of the biofilms that resulted from the acid extraction of mineral ions, using 1M NaOH (0.5 
mL/10 mg biofilm wet weight), as described in Cury et al., 2000. Analysis conducted after precipitation of 
polysaccharides in the alkali extract with three volumes of cold ethanol. 
e The remaining precipitate of the biofilm, after acid and cold alkali extraction, was treated with 1M NaOH (0.5 mL/10 mg 
biofilm wet weight) at 100 oC for 1 h, for extraction of intracellular material. Analysis conducted using the same 
procedures as those used for EPS. 
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CONCLUSÃO GERAL 
 Os resultados do presente estudo sugerem que as diferenças na 
concentração de Ca, Pi e F no biofilme formado na presença ou ausência de 
sacarose não se refletem no seu fluido, onde ocorrem as trocas iônicas com o 
esmalte. As freqüentes quedas de pH parecem ser determinantes para impedir o 
acúmulo de minerais no biofilme, não havendo diferença entre o efeito promovido 
pela sacarose ou seus monossacarídeos constituintes. Adicionalmente, sugere-se 
que o alto conteúdo de reservas minerais do biofilme formado na ausência de 
sacarose poderia ser importante para uma menor cariogenicidade desse biofilme, 
porém ele seria esgotado por freqüentes quedas de pH quando da exposição a 
carboidratos fermentáveis. 
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ANEXO 4 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
1. Título da Pesquisa 
“Análise do biofilme dental formado in situ na presença de sacarose ou glicose+frutose” 
 
2. Justificativa 
A cárie dental é resultado de eventos de desmineralização que ocorrem na 
superfície dental, pela ação de ácidos produzidos pelas bactérias do biofilme quando este 
é exposto a carboidratos fermentáveis. Entretanto, inúmeros são os fatores que 
interferem no desenvolvimento da lesão de cárie, vários deles relacionados a 
modificações no biofilme dental. Assim, a freqüente exposição do biofilme a carboidratos 
da dieta promove a seleção de microrganismos acidogênicos (produtores de ácido) e 
acidúricos (sobrevivem em pH ácido), como estreptococos mutans e lactobacilos, 
promovendo uma mudança ecológica para um biofilme cada vez mais cariogênico. 
Dentre os carboidratos que são fermentados na placa até ácidos, a sacarose é 
considerada o mais cariogênico, pois além da produção de ácidos, serve como substrato 
para algumas bactérias produzirem polissacarídeos extracelulares (PEC) insolúveis, que 
favorecem a adesão de novos microrganismos ao biofilme e o aumento de sua 
porosidade, o que aumenta a cariogenicidade do biofilme. Assim, na presença de 
sacarose, além de seleção bacteriana, ocorrerão no biofilme dental alterações estruturais 
que o tornam mais cariogênico. 
Além disso, o biofilme formado na presença de sacarose também apresenta 
menor concentração de cálcio (Ca), fósforo inorgânico (Pi) e flúor (F), do que quando 
formado na ausência de açúcares fermentáveis; este fato também deve contribuir para a 
alta cariogenicidade da sacarose, uma vez que, a concentração destes íons no biofilme 
em relação à solubilidade dos minerais do esmalte, determina o desenvolvimento ou não 
de lesão de cárie. 
Apesar da sacarose reconhecidamente promover alterações microbiológicas e 
bioquímicas no biofilme dental, pouco se sabe sobre o papel de seus monossacarídeos 
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constituintes, glicose e frutose. Estes são metabolizados pelas bactérias do biofilme, 
gerando ácidos, mas a partir deles não há produção de PEC. 
Assim, considerando que importantes alterações microbiológicas ocorrem no 
biofilme dental sob constante exposição a carboidratos fermentáveis, seria interessante 
comparar essas alterações quando o biofilme é formado na presença de sacarose 
(fermentável + indutora de PEC) ou de seus monossacarídeos constituintes 
(fermentáveis), utilizando água como controle negativo. Além disso, o estudo da 
concentração de Ca, Pi e F no fluido do biofilme dental formado nessas mesmas 
condições, antes e após a sua fermentação, ajudaria a entender o papel da diminuição 
desses íons na cariogenicidade do biofilme. Adicionalmente, a avaliação das alterações 
que ocorrem no fluido do biofilme após a modificação de tratamento sendo aplicado 
acrescentaria informações sobre a influência das condições de formação do biofilme na 
sua composição inorgânica. 
 
3. Objetivo da Pesquisa 
O objetivo desse trabalho será estudar as alterações microbiológicas que ocorrem 
no biofilme dental formado na presença constante de sacarose (um açúcar) ou de glicose 
+ frutose (2 açúcares que compõem a sacarose), bem como a influência desses 
tratamentos na concentração de cálcio (Ca), fósforo inorgânico (Pi) e flúor (F) no fluido do 
biofilme dental. Em acréscimo, será investigada a concentração desses íons no biofilme 
após exposição às soluções tratamento e também se essa concentração é resultado da 
composição da placa formada sob diferentes condições ou apenas conseqüência do 
tratamento aplicado. 
 
4. Procedimentos 
  Será realizado um estudo do tipo cruzado, com 3 fases de 15 dias. Quinze 
voluntários utilizarão dispositivos intrabucais palatinos contendo 8 blocos de esmalte. Os 
blocos receberão os seguintes tratamentos: 
§ Tratamento 1: gotejar água 8x/dia 
§ Tratamento 2: gotejar solução de glicose a 10% + frutose a 10% 8x/dia 
§ Tratamento 3: gotejar solução de sacarose a 20% 8x/dia  
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  Os horários para a exposição dos blocos às soluções serão os seguintes: 8:00, 
9:30, 11:30, 13:30, 15:30, 17:30, 19:00 e 21:00 horas. 
  Os voluntários serão divididos aleatoriamente para iniciar a pesquisa no 
tratamento 1, 2 ou 3.  
Após 13 dias, o pH do biofilme dental formado sobre 2 blocos será medido, antes 
e após exposição a uma solução de glicose a 20%. Nesse mesmo dia, o biofilme formado 
sobre 2 blocos será coletado para quantificação de proteínas e análise da proporção de 
estreptococos mutans e lactobacilos em relação às bactérias totais do biofilme. Essa 
coleta deverá ser realizada pela manhã, no mínimo 10 horas após a última exposição aos 
tratamentos.  
Os voluntários continuarão a utilizar o dispositivo até o dia seguinte, quando o 
biofilme formado sobre outros 2 blocos de esmalte será coletado para análise da 
concentração de cálcio, fósforo e flúor no fluido e estroma do biofilme, também 10 horas 
após a última exposição aos tratamentos. Após exposição a uma solução de glicose a 
20%, o biofilme formado sobre outros 2 blocos será coletado após 5 minutos, para análise 
do fluido e estroma. 
O dispositivo intrabucal, contendo agora 2 blocos de esmalte, continuará sendo 
utilizado por mais 24 horas, porém invertendo-se os tratamentos (voluntários gotejando 
sacarose e glicose+frutose passarão a gotejar água, voluntários gotejando água passarão 
a gotejar sacarose a 20%). Após esse período, o biofilme restante será coletado para 
análise bioquímica do fluido e estroma. 
Considerando o delineamento cruzado deste estudo, todos os voluntários 
receberão os três tratamentos, com um intervalo mínimo de 7 dias entre eles. 
 Nos dias de coleta de biofilme, como os voluntários deverão comparecer em 
jejum, os pesquisadores oferecerão um café da manhã. 
                                                               
5. Instruções de uso do dispositivo intrabucal 
 Antes do início de cada fase, cada voluntário receberá um dentifrício fluoretado 
(1100 ppm F contendo sílica como abrasivo), frasco conta gotas contendo a solução de 
sacarose 20%, glicose a 10% + frutose a 10% ou água destilada deionizada, estojo de 
aparelho ortodôntico (acomodação do dispositivo) e um dispositivo intrabucal. As 
instruções fornecidas a cada voluntário serão as seguintes: 
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  utilizar dentifrício fluoretado durante o período pré-experimental (7 dias), no 
intervalo entre as fases e no período experimental propriamente dito; 
 utilizar o dispositivo intrabucal palatino diariamente, inclusive para dormir; 
 remover o dispositivo intrabucal durante as refeições ou consumo de bebidas, 
porém conservando-o no estojo fornecido, com gaze umedecida; 
 utilizar 1 gota da solução determinada sobre cada bloco de esmalte 8 vezes ao dia 
de acordo com o cronograma estabelecido. Após 5 min colocar o dispositivo na boca sem 
lavar; 
 fazer uso apenas do dentifrício fornecido. Durante a higiene bucal o dispositivo 
também deverá ser escovado, com cuidado, evitando-se a área dos blocos de esmalte. O 
enxágüe deve ser cuidadoso, evitando-se deslocar o biofilme dental com jatos fortes de 
água.  
 
6. Desconfortos e riscos 
Uma discreta halitose poderá ser observada durante o período experimental, 
eliminada por uma higiene bucal adequada. O uso das soluções de sacarose a 20% e 
glicose a 10% + frutose a 10% será apenas em gotas sobre os blocos de esmalte, não 
implicando em qualquer risco de aumento de cárie dental. O dispositivo intrabucal pode 
causar um leve desconforto, que é, entretanto, semelhante ao desconforto causado por 
um aparelho ortodôntico móvel. Durante todo o período da pesquisa, acompanhamentos 
semanais serão realizados, para verificar as condições do aparelho e da saúde bucal dos 
voluntários. 
 
7. Benefícios esperados 
Considerando a prevalência de cárie ainda observada atualmente, principalmente 
em grupos vulneráveis, justifica-se a realização de mais estudos para que efeitos ainda 
não conhecidos que interferem nesse processo possam ser investigados, buscando uma 
solução para a doença. Como já descrito na Justificativa, este trabalho trará resultados 
inéditos com relação à microbiologia e físico-química de formação da cárie, 
particularmente no estudo do biofilme dental formado na presença de sacarose (mais 
cariogênico). Assim, os benefícios advindos da pesquisa estão intimamente relacionados 
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à busca de conhecimentos para entender mais profundamente o processo de cárie, 
visando sua prevenção. 
 
8. Métodos alternativos existentes 
 A pesquisa se propõe a estudar a composição microbiológica e o fluido do biofilme 
dental formado in situ na presença de sacarose ou de glicose+frutose. Este tipo de 
estudo tem se mostrado válido para a análise de propriedades do biofilme dental, bem 
como para o estudo da desmineralização do esmalte. O acúmulo de grande quantidade 
de placa dental, necessária para a extração do fluido da placa a ser analisado, associado 
à exposição à carboidratos fermentáveis, exige a utilização de um estudo in situ, para 
própria proteção dos voluntários.  
 
9. Forma de acompanhamento e assistência 
Os pesquisadores envolvidos na pesquisa estarão à disposição dos voluntários 
para ajuste no aparelho intrabucal a fim de minimizar qualquer desconforto, bem como 
para sanar quaisquer dúvidas.  
 
10. Garantia de esclarecimento 
O voluntário receberá resposta ou esclarecimento de qualquer dúvida quanto aos 
procedimentos, riscos, benefícios e outros assuntos relacionados à pesquisa. Além disso, 
os pesquisadores assumem o compromisso de proporcionar informação atualizada obtida 
durante o estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do indivíduo em continuar 
participando. Qualquer dúvida ou problema com o dispositivo intrabucal, o voluntário 
deverá comunicar aos pesquisadores responsáveis com a maior brevidade possível. 
Tel:3412-5303 (Laboratório de Bioquímica) 
      3412-5393 (Sala dos alunos da pós-graduação – Cariologia) 
      3412-5302 (Prof. Jaime) 
e-mails: livia@tenuta.com.br, jcury@fop.unicamp.br 
 
  
11. Garantia de sigilo 
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Os pesquisadores asseguram a privacidade quanto aos dados confidenciais 
envolvidos na pesquisa. 
 
12. Formas de ressarcimento 
Os voluntários serão ressarcidos de eventuais despesas com o transporte-
alimentação para a retirada das amostras de biofilme contidas nos dispositivos. 
 
13. Formas de indenização 
Não há danos previsíveis decorrentes desta pesquisa. Entretanto, eventuais danos 
resultantes da participação na pesquisa são passíveis de reparação, mesmo que não 
previstos. 
14. Liberdade para se recusar em participar da pesquisa 
A decisão de fazer parte desta pesquisa é voluntária. O voluntário pode escolher 
se quer ou não participar, assim como poderá desistir de participar a qualquer momento.  
 
SUA ASSINATURA INDICA QUE VOCÊ LEU E ENTENDEU TODAS AS 
INFOMAÇÕES ACIMA E QUE DECIDIU PARTICIPAR DA PESQUISA COMO 
VOLUNTÁRIO. 
 
________________________________        _______________________________ 
    Nome do voluntário          Assinatura do voluntário 
 
Documento identidade: _____________________________ 
ATENÇÃO: A SUA PARTICIPAÇÃO EM QUALQUER TIPO DE PESQUISA É 
VOLUNTÁRIA. EM CASO DE DÚVIDA QUANTO AOS SEUS DIREITOS, ESCREVA 
PARA O COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DA FOP-UNICAMP. 
Endereço: Av Limeira, 901 CEP – FOP, CEP 13.414-903 Piracicaba, São Paulo
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ANEXO 5 
 
INSTRUÇÕES AOS VOLUNTÁRIOS 
 
1. O dispositivo intrabucal deve ser utilizado durante todo o dia e à noite, sendo 
removido da boca apenas durante as refeições ou quando você for ingerir alguma 
coisa, inclusive água. 
2. Quando estiver fora da boca, em nenhum momento o dispositivo deve ser 
deixado à seco. Guarde-o no porta-aparelho, com uma gaze umedecida em água. 
3. Procure evitar que o dispositivo fique fora da boca por um período prolongado, 
restringindo-se ao tempo necessário para a alimentação (máximo de 1 hora). 
4. Utilize apenas o dentifrício fornecido. 
5. Realize a higiene bucal normalmente (veja abaixo – Escovação). 
6. Não utilize produtos para bochecho ou outros agentes tópicos de qualquer natureza 
na cavidade bucal durante a fase experimental. 
7. Não utilize vitaminas ou suplementos sistêmicos que contenham flúor durante a fase 
experimental. 
8. Não utilize alimentos que possam ser fonte de flúor, como por exemplo chá preto e 
chá verde. 
9. Quando o dentifrício ou a gaze estiverem acabando, entre em contato com a 
pesquisadora responsável para que sejam repostos. 
 
 
Procedimentos a serem realizados 
1. Uma gota da solução tratamento deverá ser aplicada sobre cada bloco de esmalte, 
nos seguintes horários (8 vezes ao dia): 
  08:00 h  15:30 h 
  09:30 h  17:30 h 
   11:30 h  19:00 h 
  13:30 h  21:00 h 
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2. Para gotejar as soluções, remova o dispositivo da boca, seque com gaze a região da 
telinha (com cuidado) e goteje uma gota da solução indicada sobre cada bloco de 
esmalte, sem tocar a ponta do conta-gotas no dispositivo para evitar a contaminação 
da solução. Aguarde 5 minutos, para que a solução se difunda pela placa dental e 
retorne à cavidade bucal. 
3. Se o primeiro gotejamento do dia não puder ser realizado às 8 horas, atrase todos os 
outros gotejamentos de acordo com o horário do primeiro, com um intervalo de 1h 
30min entre eles, até totalizar 8 por dia. 
4. Quando o horário de gotejamento coincidir com um período em que o dispositivo 
estiver fora da boca, realize o gotejamento 5 minutos antes de retornar o dispositivo 
para a boca. Os gotejamentos seguintes devem ser realizados no horário pré-
determinado. Não goteje a solução e deixe por mais de 5 minutos sem colocar o 
dispositivo na boca. 
5. As soluções deverão ser trocadas toda segunda, quarta e sexta-feira. Solicitamos que 
você venha ao laboratório buscar a nova solução nesses dias. 
6. O acúmulo de placa dental sob a tela plástica nesta fase é desejável; não tente 
removê-la. 
 
 
ESCOVAÇÃO: 
− Utilize somente o dentifrício fornecido. 
− Realize a escovação dos dentes 3 vezes ao dia. 
− Sempre que escovar os dentes, escove também o dispositivo intrabucal. A área da 
telinha não deverá ser escovada, porém a espuma gerada pela escovação do 
dispositivo deverá ser trazida sobre ela com a escova. Para esse procedimento, tome 
cuidado para não perturbar a placa. 
− Ao enxaguar o dispositivo, tome cuidado para que jatos de água da torneira não 
atinjam diretamente a tela plástica, causando a perda da placa dental acumulada. 
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ANEXO 6 
 
Distribuição dos tratamentos entre os voluntários 
  
Voluntári
o Fase 1 Fase 2 Fase 3 Seqüência 
2 S GF ADD F 
3  GF  S ADD B 
4  S ADD  GF C 
5 ADD S   GF D 
6 S   GF ADD F 
7 ADD  GF S A 
8  GF ADD S E 
9  GF ADD S E 
11 S ADD GF  C 
12  GF S ADD B 
13 ADD S GF  D 
14 ADD  GF S A 
15 ADD S GF  D 
16  GF S ADD B 
18 S  GF ADD F 
19  GF ADD S E 
        ADD = água destilada e deionizada, controle negativo 
         GF = solução de glicose a 10% + frutose a 10% 
         S = solução de sacarose a 20% 
         Seqüências= ordem de aplicação dos tratamentos nas 3 fases 
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ANEXO 7 
 
Obtenção dos blocos de esmalte 
 
     
 
 
 
      
 
 
 
Corte inicial da coroa de um terceiro molar 
humano, com 2 discos diamantados e 
espaçador de 4 mm, após armazenamento 
em solução de formol a 2%, por no mínimo 
30 dias 
 
Segundo corte, também com 2 discos e 
espaçador de 4 mm, para separação dos 
blocos de esmalte 
Bloco de esmalte fixo com cera pegajosa em 
disco acrílico, com a dentina voltada para cima, 
para ajuste da espessura em politriz 
Bloco de esmalte após desgaste da 
dentina, com espessura de 2 mm 
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ANEXO 8 
 
Dispositivo intrabucal palatino 
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ANEXO 9 
 
Aferição do pH do biofilme dental 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Procedimento de aferição do pH do biofilme dental (Pecharki et al., 2005; Ribeiro et al., 
2005). O voluntário posiciona o indicador em uma solução de KCl 3M, onde também está 
imerso o eletrodo de referência. O pH do biofilme é aferido com um microeletrodo de 
contato (Beetrode, WPI) e o valor registrado no analisador de pH/íons é anotado. 
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Microeletrodo em contato com o biofilme dental, para a aferição do pH 
Microeletrodo de pH (Beetrode, WPI) Visão aproximada da ponta ativa do 
microeletrodo de pH 
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ANEXO 10 
 
Extração do fluido do biofilme 
 
     
 
 
 
 
      
 
Dispositivo usado para a pesagem do 
biofilme. O conjunto, contendo uma ponteira 
de 10 µL com a ponta fechada e preenchida 
por óleo mineral, adaptada a um tubo de 
centrífuga, e uma espátula plástica (seta) era 
previamente pesado. 
Imediatamente após a coleta com a espátula 
plástica, o biofilme foi colocado no interior do 
óleo mineral. O conjunto foi novamente 
pesado. 
Aspecto da ponteira preenchida por óleo 
mineral e com a ponta vedada 
Biofilme imerso no óleo mineral 
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Foto e esquema mostrando o fluido do biofilme após a centrifugação  
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ANEXO 11 
 
Microanálise de fluoreto 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Aparelho para microanálise de fluoreto. As amostras são aplicadas na superfície do cristal sensível a 
fluoreto do eletrodo íon-específico, sob óleo mineral, utilizando micropipetas. Sob microscópio, o 
microeletrodo de referência é trazido em contato com cada uma das amostras, fechando o circuito e 
permitindo a determinação da concentração de fluoreto através de um potenciômetro. 
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Diluição das amostras de fluido de biofilme com TISAB III. (A) Alíquotas de TISAB III são aplicadas 
na superfície do eletrodo. (B) e (C) Amostras de fluido são aplicadas sobre o TISAB III com 
micropipetas, em volume proporcional a 10 partes de amostra para 1 parte de TISAB III. 
Previamente à diluição das amostras, o operador calibrado afere a diluição, utilizando um padrão 
de concentração conhecida, tolerando um máximo de 3% de variação entre a concentração 
esperada e a obtida.  
Para as amostras de estroma, a pré-diluição com TISAB III utilizando pipetas automáticas foi 
realizada. 
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ANEXO 12 
 
Dosagem de cálcio e fósforo inorgânico no fluido do biofilme 
 
 O volume de fluido de biofilme a ser misturado aos reagentes colorimétricos 
(aproximadamente 1 µL para o cálcio e 0,07 µL para o fósforo inorgânico) foi padronizado 
utilizando nanopipetas de quartzo (foto e esquema abaixo). Para o cálcio, o reagente 
empregado foi o Arsenazo III, e para o fósforo o verde de malaquita/molibdato (Vogel et 
al., 1983). As concentrações dos padrões utilizadas foram: 
. Ca: 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mM, num volume total de 80 µL de reagente 
. Pi: 1,94; 3,87; 7,74; 15,48 e 23,22 mM, num volume total de 100 µL de reagente 
 
 
 
 
 
Esquema da coleta de fluido com a nanopipeta para transferência de volume padronizado aos 
reagentes colorimétricos 
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      Cubeta com capacidade mínima para 70 µL de solução, 
utilizada nas dosagens de cálcio e fósforo 
Foto e esquema mostrando a nanopipeta de quartzo utilizada para a dosagem de cálcio e fósforo no 
fluido do biofilme. Preenchida com um óleo leve (hexadecano), o tubo de quartzo na extremidade 
permite a padronização do volume de amostra ou soluções de concentração conhecida a serem 
transferidos para os reagentes utilizados nas dosagens. 
 
 
 
 
 
56
ANEXO 13 
 
Fluxograma do tratamento do biofilme após a retirada do fluido 
 
 
Estroma do biofilme 
dental 
HCl 0,5 M (0,5 mL/10 mg biofilme) 
3 h temperatura ambiente sob agitação, 
agitação em vortex a cada 1 hora 
Centrifugação 
Sobrenadante 
NaOH 2 M (0,125 mL/10 mg 
de biofilme) 
Homogeneização e 
armazenamento 
Tamponamento c/ TISAB III 
Ca, Pi e F solúveis 
em ácido 
Precipitado 
NaOH M (0,5 mL/10 mg biofilme) 
3 h temperatura ambiente sob 
agitação, agitação a cada 1 h 
Centrifugação 
Precipitado Sobrenadante 
Precipitação overnight 
com 3 volumes de etanol 
Centrifugação 
Polissacarídeos 
extracelulares insolúveis 
Centrifugação 
Sobrenadante 
Precipitação overnight 
com 3 volumes de etanol 
Centrifugação 
Polissacarídeos 
intracelulares 
NaOH M (0,5 mL/10 mg 
biofilme) 
1 h 100 oC 
